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重组人碱性成纤细胞生长因子单克隆抗体的制备、鉴定及初步应用
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[摘 要] 目的 制备重组人碱性成纤维细胞生长因子(recombinant human basic fibroblast growth factor, rhbFGF)单克隆抗体，
鉴定其特性，建立双抗体夹心 ELISA 检测方法。方法 以 rhbFGF 为免疫原，免疫 Balb/c 小鼠，通过细胞融合技术建立能稳定分
泌抗 rhbFGF 杂交瘤细胞株，制备抗 rhbFGF 单克隆抗体，采用 Ig 亚类 ELISA 试剂盒鉴定抗体亚类，间接 ELISA 法检测抗体效，
Western blot 鉴定抗体特异性。HRP 标记 McAb 并建立夹心 ELISA 检测方法。结果 获得 2 株（分别命名 2D3、5F7）可分泌特异
性 McAb 的强阳性细胞株，腹水抗体效价在 10-5 以上，IgG 亚类均为 IgG1，轻链为 K 链。Western blot 证明 2 株 McAb 特异性良
好，双抗体夹心 ELISA 检测 rhbFGF 最低检测限达到 2 ng/ml。结论 成功制备高效价的抗 rhbFGF 单克隆抗体，建立抗 rhbFGF
双抗体夹心 ELISA 定量检测方法。
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[Abstract] This study aimed to prepare and identify monoclonal antibodies against recombinant human basic
fibroblast growth factor, which will be used in the establishment of a sandwich ELISA method. Balb/c mice were
immunized with rhbFGF, and then positive clones of McAbs were obtained after cell fusion and hybridoma selec－
tion. The ascites titers, the subclasses type, and the specificity of McAbs were tested by Ig subtype ELISA kit, in－
direct ELISA method and Western blot analysis, respectively. Moreover, optimization of the sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay was studied. As results, two of positive hybridomas were screened out, named 2D3
and 5F7 whose ascites titers of McAbs were over 1:105. It proved that the Ig subtypes of 2D3 and 5F7 McAbs
were IgG1, and the light chain was kappa. Western bolt identification suggested that either McAbs of 2D3 or 5F7
could react specifically with rhbFGF. The results indicated that two of high titer, specific McAbs against rhbFGF
are achieved and can applied to the development of a quantitative double-antibody sandwich ELISA method to
detect rhbFGF.
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ELISA 微量检测方法。Watanabe[3]应用 2 种鼠抗McAb
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检测灵敏度提高到 3 ng/L，并由 R&D systems 公司开
发为 bFGF 酶联检测试剂盒。Gabra 等[5]后改用 2 株
鼠抗牛单抗包被、兔抗人多抗检测的方法, 使得灵敏
度可达 1 pg/100 μl。刘士德等[6]以兔抗牛 bFGF 多抗
包被，鼠抗牛 bFGF 单克隆抗体检测，最低检测量达
20 μg/L。向军俭等[7]用鼠抗牛 bFGF 单抗包被、多抗
检测，建立夹心 ELISA 方法，检测灵敏度为 16 ng/well。
本研究利用本实验室生产的 rhbFGF 免疫小鼠，
制备抗 rhbFGF 单克隆抗体 McAb2D3 及 McAb5F7，
并建立了高灵敏度、强特异性的双单克隆抗体夹




1.1 实验材料 rhbFGF 由长春生物反应器及药物开
发教育部工程研究中心提供。6~8 周龄雌性 Balb/c
小鼠、Sp2/0 小鼠骨髓瘤细胞由厦门大学医学院抗癌
中心抗体实验室所保存。rProtein A 为 SepharoseTM
产品。弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、PEG、HAT、
HT、OPD、BSA、Goat anti -rabbit IgG -HRP、HRP、抗
体亚类测定试剂盒均购自 SIGMA 公司。RPMI-
1640、DMEM 为 Gibco 产品。胎牛血清为杭州四季青
生物工程公司产品。其它试剂为国产试剂。
1.2 重组人碱性成纤维细胞生长因子抗体的制备
1.2.1 杂交瘤细胞的建立 选取 6～8 周龄的 Balb/c
小鼠 10 只，以 rhbFGF 为免疫原免疫 Balb/c 小鼠，
第 4 次免疫后采血测定血清中抗体的效价。冲击免
疫 3 d 后，将小鼠脾细胞与处于对数生长期的 Sp2/0





射强阳性杂交瘤细胞 （每只 0.5 μg/106），7～10 d 后，
收集腹水，分装冻存备用。抗体的纯化采用 rProteinA
亲 和 层 析 法 ，Lowry 法 检 测 抗 体 蛋 白 浓 度 ，SDS-
PAGE 鉴定抗体的纯度。
1.2.3 血清、腹水 McAb 效价及 Ig 亚类检测 ①血
清、腹水 McAb 效价采用间接 ELISA 法。将 rhbFGF
用碳酸盐缓冲液稀释到 10 μg/ml，包被于 96 孔板，
一抗为倍比稀释的血清或腹水，二抗为 HPR 标记的
羊抗鼠 IgG。用 OPD 显色，波长 490 nm 读取 OD 值。
以 P/N≥2.1 作为阳性判定。②Ig 亚类的鉴定：按照鼠
源单抗分型试剂盒说明书介绍的 ELISA 方法进行。
1.2.4 McAb 免疫反应特异性鉴定 采用 Western
blot 法。 对 rhbFGF 抗原进行非还原型 SDS-PAGE
后，电转移到 PVDF 膜上，再放入 15%（V/V）新生牛
血清的 PBS 中，于 37 ℃封闭 1 h。将封闭好的 PVDF
膜将抗原条带按标记剪开，以自制的 HRP 标记的单
克隆抗体 HRP-McAb2D3、HRP-McAb5F7 为一抗，
1:200 的比例 PBST 稀释，37 ℃作用 1 h。将 PVDF 膜
放入 ECL 显色液中，显影。
1.3 rhbFGF 夹心 ELISA 的建立
1.3.1 rhbFGF McAb 的酶标记 采用改良的过碘酸
钠法以辣根过氧酶标记获得的抗 rhbFGF 单克隆
抗体。将标记的抗体以 1:1 的比例加入甘油，分装




于质量浓度为 2.5 μg/ml、5 μg/ml、10 μg/ml、20 μg/ml
下 100 μl/well 包 被 酶 标 板 ，37 ℃ 1 h；②以 5%
BSA37 ℃封闭 1 h；③加入 0.2 μg/ml 的 rhbFGF
100 μl/well，37 ℃1 h；④分别以 HRP-McAb5F7 和
HRP-McAb2D3 作为检测抗体，从起始稀释浓度
1 ∶2 000 做 倍 比 稀 释 ，OPD 显 色 ，H2SO4 终 止 ，测
OD490 nm。依据反应线性及 P/N 值，确定最佳抗体组
合、包被抗体及检测抗体工作稀释浓度。
1.3.3 包被条件、封闭液的选择及反应时间的优
化 1）以最适抗体浓度包被酶标板，分成 3 组：37 ℃
包被 1 h ；37 ℃1 h 加 4 ℃过夜包被；4 ℃过夜包
被，分别按上述 ELISA 条件进行反应。依据 OD490 nm
值，确定最佳包被条件。2）确定包被条件后，分别以
1％明胶封闭、5％BSA 封闭、20%牛血清作为封闭液，
以封闭 30 min、封闭 1 h、封闭 2 h 进行夹心 ELISA
反应，选择最适合封闭液及封闭时间。3）在最适的酶
标抗体浓度下，将反应时间设为：30 min、1 h、1.5 h
和 2 h。比较各组阴阳对照孔 OD490 nm 值和 P/N 值，以
确定酶标抗体的最佳反应时间。
1.3.4 双抗夹心 ELISA 法标准曲线的建立及最低
定量限的确定 在上述最佳条件下，①抗原参考品
稀释至 2 000、1 000、500、250、125、62.5、31.25、15.675、
7.84、3.92、1.96 ng/ml；②加入最佳浓度稀释的包被
抗 体 100 μl/well；③加 入 100 μl/well 梯 度 稀 释
rhbFGF，同时设阴性、阳性对照；④加入最佳浓度稀
释的检测抗体 HRP- McAb 100 μl/well，用 OPD 显
色，H2SO4 终止，于酶标仪波长为 490 nm 条件下测
定 OD 值。计算 P/N 值，重复 3 次，以 P/N≥2.1 的最
低 rhbFGF 浓度为标准品最低检测极限。以 rhbFGF
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浓度的对数为横坐标[8]，以 OD490nm 值为纵坐标，绘制
标准曲线。
1.3.5 准确度分析 用 PBS 将 rhbFGF 抗原参考品分
别稀释至 500、125、31.25 ng/ml，每个浓度作 3 个复
孔，测定各个浓度的 OD 值，重复测定 3 次，计算回
收率，分析该法的准确性。
1.3.6 精密性分析 用 PBS 将 rhbFGF 抗原参考品分
别稀释至 500、125、31.25 ng/ml，在同 1 次试验内每
个浓度样品测定 3 次，每个样品每次作 3 个孔，计算
试验内变异系数。连续 3 d 对上述 3 个浓度的样品
进行测定，计算试验间变异系数。






2.1.1 血清的效价测定 Balb/c 小鼠经过 4 次免疫
后，尾静脉采血，用间接 ELISA 法测定血清效价，以
P/N≥2.1 的血清稀释度判为血清效价。可见，血清抗
体效价达 1:160 000（P=0.167，N=0.067）以上（图 1）。
2.1.2 抗体效价测定 经间接 ELISA 法检测，杂交瘤
细胞 McAb2D3、McAb5F7 培养液上清的效价可达 1:
3 000 以上 , 腹水的效价均为 1:105 以上 （图 2），纯
化后抗体效价达 1:107 和 1:105，辣根过氧化酶标记
抗体后效价皆为 1:105。
2.1.3 蛋白浓度及纯度 经 rProteinA 柱纯化，得到 2
个蛋白峰，1 峰为非特异性蛋白峰，分段收集第 2
峰，经检测蛋白浓度在 400～1 900 μg/ml。SDS-PAGE
结果（图 3）显示重、轻链两条蛋白带，相对分子质量
分别为 55 000 和 25 000，其纯度可达 90%以上。
2.1.4 特异性 纯化后的抗体采用 Western blot 方法
检测其结合 rhbFGF 的活性及特异性，结果显示(图
4)纯化后的 McAb2D3 及 McAb5F7 均能够特异性地
结合 rhbFGF。
2.2 夹心 ELISA 方法的建立
2.2.1 抗体组合、包被及检测抗体工作浓度 分别用
浓度梯度的 McAb2D3 及 McAb5F7 包被酶标板，梯
度稀释的 HRP-McAb5F7、HRP-McAb2D3 做检测抗
体。结果表明（图 5）当包被抗体浓度为 10 μg/ml 和
图 1 血清抗体效价测定
Fig 1 The titer of antisera measured by ELISA
图 2 腹水效价测定
Fig 2 The titer of ascites measured by ELISA
1) protein marker; 2) McAb5F7 after purification; 3) McAb5F7
before purification; 4) McAb2D3 after purification; 5) McAb2D3 before
purification.
图 3 纯化的抗 bFGF 抗体 SDS-PAGE 分析
Fig 3 Analysis of purified McAbs and ascites by SDS-PAGE









a) Analysis of rhbFGF by SDS-PAGE：1) Marker ; 2) rhbFGF；
b) Analysis of HRP-McAb by Western blot： 1) HRP-McAb 2D3;
2) HRP- McAb 5F7; 3) PBS.
图 4 rhbFGF McAb 特异性的 Western blot 分析
Fig 4 Identification of rhbFGF McAb specificity by Western
blotting
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图 5 夹心 ELISA 单克隆抗体组合的确定
Fig 5 McAb pairing for an antibody-sandwich ELISA method
图 6 双抗夹心 ELISA 法标准曲线
Fig 6 Standard curve of double-antibody sandwich ELISA
表 1 准确性及精密性验证结果










500 482.79 96.56 4.78 7.73
125 119.61 95.68 7.53 9.74
31.25 32.68 104.60 9.24 13.28
log rhbFGF(ng·ml-1)
20 μg/ml 时，抗原抗体反应呈线性，且 2 个包被浓度
线性接近。以 McAb5F7 包被，以 HRP-McAb2D3 检
测，曲线斜率较好，检测抗体 HRP-McA2D3 稀释度





化 经试验，以 OD490 nm 值和 P/N 值为标准，确定包
被最佳条件为 37 ℃包被 1 h；最适封闭液为 20%新
生牛血清，封闭时间为 1 h；酶标抗体的最佳反应时
间为 1 h。
2.2.3 双 单 抗 夹 心 ELISA 法 标 准 曲 线 取 抗 原
rhbFGF 2 μg/ml 作一系列 2 倍稀释后作夹心 ELISA
检测，计算 P/N 值，重复 3 次，以 P/N≥2.1 (P=0.158，
N=0.062) 的最低 rhbFGF 浓度为标准品最低检测极
限，结果最低检测极限为 1.953 ng/ml。以 OD490 nm 值
为纵坐标，rhbFGF 浓度的对数为横坐标做标准曲
线。曲线在 16~500 ng/ml 范围内趋近直线，线性关系
最佳，R=0．9927（图 6）。
2.2.4 准确性及精密性 检测结果显示 （表 1），高、
中、低 3 个浓度的 rhbFGF 抗原参考品的回收率在
95.68%～104.60%之间。精密性检测结果显示，试验
内变异系数＜10%，试验间变异系数＜15%。应用所建









究一直是研究热点。近来有报道 [10]，用含 bFGF 与




本实验以 Mr 为 18 000、144 个氨基酸的野生型
rhbFGF 为免疫原，制备高效价的鼠抗人 bFGF 单克
隆抗体。Western blot 检测表明所制备并用来标记的
单克隆抗体特异性，可与 rhbFGF 单体结合，在 18 000
见一强染色带；同时该抗体也能与 rhbFGF 二聚体结
合，在 36 000 的位置见一浅色条带。
国内外均有 bFGF 检测的商品化试剂的生产，
但对人源 bFGF 的检测的商品化试剂仍较少。现有
夹心ELISA 检测 rhbFGF 的试剂盒也大多以多克隆
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